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(57) Abstract 

The present invention relates to an apparatus for 
the parallel alignment of macromolecules on the surface 
S of a solid support by displacement of a meniscus 
formed by the triple interface surface S/soMon/air, 
the apparatus being characterised in that it comprises 
a container (1) receiving a solution (2) containing the 
macromolecules to be aligned, means for immersing 
said solid support (4) into said solution (2), and means 
for the relative rectilinear displacement of the surface 

« „j a. c _r „u 

(57) Abrege* 

La presente invention a pour objet un appareillage 
d'alignement parallele de macromolecules sur la surface 
S d'un support solide par deplacement d'un menisque 
forme par l'interface triple surface S/solution/air, car- 
acterise en ce qu'il comporte; un recipient (1) des- 
tine a recevoir une solution (2) contenant les macro- 
molecules a aligner, des moyens d* immersion dudit 
support solide (4) dans ladite solution (2) et des moyens 
de deplacement rectiligne relatif de la surface S et de 
la surface de ladite solution. 



LAME 

BLADE 




UNIQUEMENT A TITRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes mternationales en vertu du PCT. 



AT 


Armenie 


GB 


AT 


Autriche 


GE 


AU 


Australie 


GN 


BB 


Barbade 


GR 


BE 


Belgique 


HU 


BF 


Burkina Faso 


IE 


BG 


Bulgarie 


IT 


BJ 


Benin 


JP 


BR 


Bresil 


KE 


BY 


Bdlarus 


KG 


CA 


Canada 


KP 


CF 


Republique centrafricaine 




CG 


Congo 


KR 


CH 


Suisse 


KZ 


CI 


C6te dTvoire 


LI 


CM 


Camcroun 


LK 


CN 


Chine 


LR 


CS 


Tchecoslovaquie 


LT 


CZ 


Republique tchfeque 


LU 


DE 


Allemagne 


LV 


DK 


Danemark 


MC 


EE 


Estonie 


MD 


ES 


Espagne 


MG 


FI 


Finlande 


ML 


FR 


France 


MN 


GA 


Gabon 


MR 



Royaume-Uni 

Georgie 

Guhiee 

Grece 

Hongrie 

Irtande 

Italic 

Japon 

Kenya 

Kirghizistan 

Republique populaire democratique 
de Coree 

Republique de Carte 

Kazakhstan 

Liechtenstein 

Sri Lanka 

Liberia 

Lituanie 

Luxembourg 

Lettonie 

Monaco 

Republique de Moldova 

Madagascar 

Mali 

Mongolie 
Mauritanie 



MW 


Malawi 


MX 


Mexique 


NE 


Niger 


NL 


Pays-Bas 


NO 


Norvege 


NZ 


Nouvelle-Zglande 


PL 


Pologne 


FT 


Portugal 


RO 


Roumante 


RU 


Federation de Russie 


SD 


Soudan 


SE 


Suede 


SG 


Singapour 


SI 


Slovenie 


SK 


Slovaquie 


SN 


Senegal 


sz 


Swaziland 


TO 


Tchad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadjikistan 


TT 


Trinite-et-Tobago 


UA 


Ukraine 


UG 


Ouganda 


US 


Etats-Unis d'Ameriquc 


uz 


Ouzbekistan 


VN 


Viet Nam 



WO 97/06420 



PCT/FR96/01218 



1 

APPAREILLAGE D'ALIGNEMENT PARALLELE DE MACROMOLECULES 

ET UTILISATION 

La pr^sente invention concerne un appareillage d'alignement 
5 parallele de macromolecules sur un support solide par passage d'un 
m^nisque. 

On a d&rrit dans la demande de brevet en France n° 94 07444 un 
proc6d£ d'alignement de macromolecules encore appete "peignage 
moleculaire". 

10 Contr61er la conformation de macromolecules represents un enjeu 

industriel important, par exemple dans la fabrication de capteurs ou 
d'assemblages moleculaires contr6l6s ou encore dans les problemes de 
detection et d'analyse. II peut etre interessant d'avoir une conformation 
moleculaire allongee. A titre d'exemple, dans le cas ou des polymeres sont 

15 greffes sur un substrat, il a 6t6 propose de les etendre par Taction d'un 
champ electrique, d'un Ecoulement ou a Taide de pinces optiques. En 
particulier, en biologie, Talignement de l'ADN - par electrophorese 
(Zimmerman et Cox Nucl. Acid Res, 22, p 492, 1994), ecoulement libre 
(Parra et Windle, Nature Genetics, 5, p 17, 1993 et WO 93/22463) ou dans un 

20 gel (Schwartz et aL Science 262, p 110, 1993 et USP 33531) ou a Taide de 
pinces optiques (Perkins et aL, Science 264 p 819, 1994 et aussi USP 
5079169) - ouvre de nombreuses possibilites en cartographie, ou dans la 
detection de pathogenes. 

Ces methodes ne permettent en general qu'un alignement 

25 imparfait, ou encore transitoire - c'est-a-dire qu'on a relaxation de la 
molecule, une fois la contrainte dispame. Dans le cas des pinces optiques, 
la methode est lourde, limitee a une seule molecule a la fois, et delicate a 

m ptf rp. pti npiivrp nar Hps riprsnnnpls nnn aualifies. 

11 a ete propose (L Parra et B. Windle et WO 93/22463) une technique 
30 particulier e d'alignement de TADN par ecoulement apres lyse de cellule, 
puis sechage. Ualignement obtenu est tres imparfait et inhomogene et de 
nombreux amas non alignes sont observes. 

Dans la demande de brevet FR 94 07444, on a decrit une methode 
originale et simple pour aligner des macromolecules sur la surface S d'un 
35 support caract^risee en ce que Ton fait se deplacer sur ladite surface S la 
ligne triple S/A/B (menisque) resultant du contact d'un solvant A avec la 
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surface S et un milieu B, lesdites macromolecules ayant une partie, 
notamment une extremite, ancree sur la surface S, Pautre partie, 
notamment Pautre extr£mite, etant en solution dans le solvant A. 

On a observe que le seul passage d'un menisque sur des molecules 
5 dont une partie est ancree sur un substrat, le reste de la molecule etant 
librement en solution permet de les aligner uniformement 
perpendiculairement au menisque en mouvement les laissant adsorbees 
sur la surface derriere le menisque. Ce phenomene est appele ici 
"peignage moleculaire". 

10 Plus precisement, retirement de la partie libre de la molecule se fait 

• par le passage de la ligne triple S/A/B, constituant le menisque entre la 
surface S, le solvant A et un milieu B qui peut etre un gaz (en general de 
Pair) ou un autre solvant. 

Dans un mode de realisation particulier, le menisque est un 

15 menisque eau-air, c'est-&-dire que le solvant A est une solution aqueuse et 
le milieu B est de Tain 

Le deplacement du menisque peut se faire en particulier par 
evaporation progressive du solvant A ou par voie mecanique par 
translation de la surface S. 

20 Pour ce faire dans la demande de brevet FR 94 07444, une goutte de 

solvant contenant les molecules a aligner est placee entre deux supports 
dont un au moins correspond audit support de surface S et le menisque est 
deplace par exemple soit par evaporation, soit en deplaqant les deux 
supports Pun par rapport a Pautre. 

25 On entend par "support", tout substrat dont la cohesion est 

suffisante pour resister au passage du menisque. 

Le support peut etre constitue au moins en surface, par un 
polymere organique ou inorganique, un metal notamment de Por, un 
oxyde ou sulfure de metal, un element semi-conducteur ou un oxyde 

30 d'element semi-conducteur, tel qu'un oxyde de silicium ou une 
combinaison de ceux-ci, telle que du verre ou une ceramique. 

On cite plus particulierement le verre, le silicium oxyde en surface, 
le graphite, le mica et le sulfure de molybdene. 

A titre de "support", on peut utiliser un support unique tel qu'une 

35 lame, des billes, notamment de polymere, mais aussi des formes 
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quelconques telles que barre, fibre ou support structure, et egalement des 
particules, qu'il s'agisse de poudres, notamment de poudres de silice, 
lesquelles peuvent d'ailleurs etre rendues magnetiques fluorescentes ou 
colorees comme cela est connu dans les differentes technologies de dosage. 
5 Le support est avantageusement sous forme de plaques. 

Des macromolecules, telles que polymferes quelconques, ou 
polym&res biologiques tels que ADN, ARN ou Proteines, peuvent etre 
ancrees par des methodes quelconques sur un support. 

La macromolecule a aligner peut etre choisie parmi les 
10 macromolecules biologiques telles que les proteines, notamment les 
anticorps, antigfenes, ligands ou leurs recepteurs, les acides nucl£iques, 
ADN, ARN ou PNA, les lipides, les polysaccharides et leurs derives. 

On a observe que la force d'6tirement agit localement au voisinage 
immediat du menisque. Elle est independante de la longueur de la 
15 molecule, du nombre de molecules ancrees, et dans une large gamme, de la 
vitesse du menisque. Ces caracteristiques sont particulierement 
interessantes pour aligner les molecules de fagon homog&ne et 
reproductible. 

On peut ajouter des Elements tensio-actifs dans le solvant A, 
20 notamment l'eau, et/ou le milieu B, notamment Tair, qui viennent 
modifier les proprietes des interfaces. Retirement peut en effet etre 
controle par l'addition de tensio-actifs, ou par un traitement de surface 
adequat. 

Une trop grande attraction surface-macromolecule (par exemple un 
25 niveau trop eleve d^dsorption) peut gener Talignement des molecules par 
le menisque, celles-ci restant adsorbees k la surface dans un etat pas 
n^cessairement etire. De preference, la surface presente un faible taux 
d'adsorption de ladite macromolecule. de sorte que seules les molecules 
ancrees sont alignees, les autres etant entrainees par le menisque. 
30 Cependant, on peut jouer sur les differences d'adsofption entre une 

partie de la macromolecule notamment ses extremites et ses autres parties 
(en particiilier pour de longues molecules, telles PADN ou le collagene) 
pour ancrer par adsorption les molecules par une partie notamment 
leur(s) extremite(s) seulement, le reste de la molecule etant librement en 
35 solution, sur une tres grande variete de surfaces et les aligner par passage 
du menisque comme decrit precedemment. 
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L'adsorption d'une macromolecule sur une surface peut se 
controler aisement k I'aide du pH ou de la teneur du milieu ionique du 
milieu ou d'une tension electrique appliquee sur la surface. On change 
ainsi les charges surfaciques et les interactions electrostatiques 
5 (repulsives ou attractives) entre la surface et la molecule, ce qui permet de 
passer d'un etat d'adsorption complet de la molecule sur la surface a une 
absence totale d'adsorption. Entre ces deux cas extremes, il existe une 
plage des param^tres de controle ou l'adsorption se fait 
preferentiellement par l'extremite des molecules et que Ton utilisera 

10 done, avec avantage, pour les ancrer a la surface, puis les aligner par le 
passage du menisque. 

Les molecules, une fois alignees, adherent fortement a la surface. 
Dans le cas de l'ADN, elles ont pu etre observees par fluorescence, 
plusieurs mois apres leur alignement. 

15 La technique consiste done dans un premier temps, en l'ancrage 

sur la surface pretraitee d'un support solide en solution de 
macromolecules, notamment d'ADN par leur(s) extremite(s). Cet ancrage 
specifique -seules les extremites des molecules adherent a la surface du 
support- necessite un controle precis de certains parametres physico- 

20 chimiques de la solution : pH, temperature. Cette etape est designee par la 
suite sous le nom d' "etape d'incubation". La duree d'incubation a une 
influence sur le taux d'ancrage par unite de surface. 

Dans un deuxieme temps, le systeme passe de la configuration : 
surface dans la solution, a une configuration : surface hors de la solution. 

25 Ce passage a d'abord ete realise par evaporation naturelle d'une goutte de 
solution deposee sur la surface pretraitee. Lors de Pevaporation, le bord de 
la goutte, qui constitue un menisque, e'est-a-dire une interface triple : 
surface-solution-air, se deplace du fait de la diminution du volume de la 
goutte. L'effet du passage du menisque sur la surface est une force de 

30 traction sur les molecules d'ADN ancrees sur la surface, qui a pour 
consequence leur etirement dans la direction de recul du menisque, e'est- 
a-dire perpendiculairement a l'axe du menisque. Les molecules etirees 
adherent de fagon durable a la surface. Cette etape constitue le peignage 
moleculaire proprement dit. 
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L'appareillage selon la pr^sente invention pennet de realiser cette 
seconde etape d'une maniere differente. Au lieu d'utiliser le recul du 
menisque d'une goutte d'eau, qui est approximativement centripete dans 
la direction du centre de la goutte, ce qui donne lieu h un alignement 
5 parallele des molecules uniquement localement, on a recours a un 
menisque dont le recul provoque un alignement parallele des 
macromolecules sur toute leur longueur. 

Plus precisement, la presente invention a pour objet un 
appareillage d'alignement parallfele de macromolecules sur la surface S 
10 d'un support solide par deplacement d'un menisque forme par Tinterface 
triple surface S/solution/air, caracterise en ce qu'il comporte : 

- un recipient destine, a recevoir une solution contenant les 
macromolecules a aligner, 

- des moyens d'immersion dudit support solide dans ladite solution, 
15 et 

- des moyens de deplacement rectiligne relatif de la surface S et de 
la surface de ladite solution. 

Dans un mode de realisation, la surface S peut etre retiree de la 
solution ou inversement, la solution peut etre retiree de la surface S, le 
20 menisque etant en mouvement relatif. 

Avantageusement, lesdits moyens d'immersion du support solide et 
lesdits moyens de deplacement rectiligne relatif du menisque et de la 
surface S consistent en des moyens de translation verticale de ladite 
surface S a Taplomb de la surface de ladite solution. 
25 Dans un mode de realisation, lesdits moyens de translation verticale 

de ladite surface S comprennent : 

- des moyens de prehension du support solide et, 

- des moyens de guidage et moteur pour nrnvrknner la translation 
desdits moyens de prehension le long d'un axe vertical dispose a 

30 Taplomb dudit recipient. 

En particulier, lesdits moyens de translation verticale de la surface 
S comprennent : 

- des moyens de prehension du support solide consistant en une tige 
verticale disposee a I'aplomb dudit recipient et supportant des 

35 moyens de pincement du support solide, et 
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- des moyens de guidage et moteur pour commander la translation 
verticale de la tige entre une position basse d'immersion et une 
position haute de retrait. 

Avantageusement done l'appareillage, selon la presente invention, 
5 comporte en outre, notamment lorsque le support solide est consume par 

* 

une lame: 

- un premier compartiment de stockage des supports solides 
notamment des lames avant immersion dans ledit recipient, et 

- un deuxieme compartiment de stockage des supports solides 
10 notamment des lames sur lesquelles les macromolecules sont 

alignees apr£s leur retrait dudit recipient. 

Dans ce cas, il peut comporter en outre des moyens pour presenter 
successivement lesdites lames a l'aplomb dudit premier compartiment 
dudit recipient et dudit deuxieme compartiment. 

15 En particulier, lorsque lesdits compartiments et ledit recipient sont 

alignes, l'appareillage comporte en outre des moyens de guidage et des 
moyens moteur pour provoquer la translation horizontale de la tige quand 
elle est en position haute pour permettre de presenter lesdites lames a 
Taplomb desdits compartiments et dudit recipient. 

20 L'appareillage selon la presente invention comporte de nombreux 

avantages : 

- le parfait parallelisme des molecules peignees sur toute leur 
longueur, 

- la possibility d'aligner des macromolecules de taille allant jusqu'a 
25 1200 Kilobases alors que le procede par evaporation de goutte ne 

permettait pas Talignement de molecules de taille superieure a 
500 Kilobases, 

- l'utilisation d'un volume de solution correspondant a la 
contenance du reservoir, permet Tincubation d'un nombre quasi 

30 illimite de lames (dans la limite de la stabilite chimique des 

molecules en solution). II est en effet possible d'incuber 
sequentiellement un nombre quelconque de lames lorsque e'est la * 
lame qui est retiree de la solution, comme e'etait le cas dans le 
procede reposant sur {'evaporation d'une goutte de solution, 
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- n'importe quelle taille de lame, et plus generalement, n'importe 
quel support pr6traite pour permettre l'ancrage des molecules, 
peuvent etre utilises. II suffit en effet d'adapter le volume du 
reservoir au support a incuber, 

5 - les phases d'incubation et d'etirement etant dissociees, il est 

possible de varier le temps d'incubation et la vitesse d'etirement 
independamment, alors que ceux-ci sont plus difficilement 
controlables dans le procede par evaporation de goutte, 

- dans le cas d'un mode d'utilisation ou la solution est retiree du 
10 reservoir, les lames restant fixes, on peut realiser des incubations 

successives des lames dans le meme reservoir, mais au sein de 
milieux differents* 

L'appareillage de peignage moleculaire selon la presente 
invention, permet ainsi de passer du stade de la recherche fondamentale a 

15 ceux de la recherche appliquee ou meme de Tinstrumentation standard de 
laboratoire, en ce qui concerne toutes les applications possibles du 
peignage moleculaire (cartographie, diagnostic, etc.). 

De fagon appropriee, lesdits moyens de deplacement du menisque 
permettent le deplacement du menisque & une vitesse de 10 a 100 nm/sec. 

20 La vitesse d'extraction des lames hors de la solution n'a aucune 

influence sur le taux d'etirement des molecules peignees, dans cette 
gamme de vitesse. Cette vitesse, qui peut sans doute etre depassee sans 
influer sur la qualite du peignage, permet de peigner une lame couvre- 
objet pretrait6e de 22 x 22 mm* en moins de cinq minutes. 

25 De fa<;on appropriee, le volume dudit recipient est de 1 a 10 ml. 

Le volume de solution dans le reservoir etant notablement plus 
grand que celui d'une goutte (quelques ml contre quelques dizaines de nl), 
ii est possible d'en varier la temperature sans trop augmenter le taux 
d'evaporation : nous projetons d'etudier Tinfluence de ce parametre sur le 

30 taux d'ancrage des molecule. 

Le pH de la solution est crucial pour la specificite de l'ancrage 
comme Toht montre des etudes preliminaires. L'appareillage selon la 
presente invention, comporte avantageusement un systeme de controle de 
ce parametre. 

35 
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A ce titre, Tappareillage permet le peignage en serie d'un grand 
nombre de lames pretraitees puisque la solution d'ADN contenue dans un 
reservoir de quelques ml permet d'en preparer un nombre quasi illimite. 
Par "ancrage" de la macromolecule sur la surface il faut entendre 
5 une fixation resultant d'une reactivite chimique aussi bien par un lien 
covalent que par un lien non covalent tel qu'une liaison resultant 
d'interactions physico-chimiques, telle Tadsorption comme decrit ci- 
dessus. 

Cet ancrage de la macromolecule peut se faire directement sur (ou 

10 avec) la surface, ou indirectement, c'est-a-dire par 1'intermediaire d'un 
lien tel qu'une autre molecule, notamment une autre molecule a activite 
biologique. Lorsque Tancrage se fait de maniere indirecte, la 
macromolecule peut etre greffee chimiquement sur ledit lien, ou interagir 
de maniere physico-chimique avec ledit lien, en particulier lorsque ledit 

15 lien intermediate est une molecule a activite biologique reconnaissant et 
interagissant avec ladite macromolecule. 

Dans un mode de realisation, la macromolecule et ledit lien sont tous 
deux des molecules a activite biologique qui interagissent telles 
qu'antigene et anticorps respectivement, acides nucleiques 

20 complementaires ou lipides. Dans ces cas, la fixation non covalente de la 
macromolecule consiste en une liaison de type antigene-anticorps, ligand- 
recepteur, hybridation entre fragments d'acides nucleiques 
complementaires ou interaction hydrophobe ou hydrophile entre lipides. 
On met ainsi a profit la tres grande specificite et la tres grande 

25 selectivity de certaines reactions biologiques, notamment les reactions 
antigenes/anticorps, les reactions d'hybridation d'ADN ou d'ARN, les 
reactions interproteines ou de type avidine/streptavidine/biotine, de 
mSme que les reactions des ligands et de leurs recepteurs. 

Ainsi, pour realiser l'ancrage direct ou indirect de la 

30 macromolecule sur la surface S on peut utiliser une surface solide 
presentant certaines specificites. II est en particulier possible d'utiliser 
certaines surfaces pretraitees permettant de fixer certaines proteines ou 
de PADN, qu'il ait ete ou non modifie. 

De telles surfaces sont commercialement disponibles (Covalink, 

35 Costar, Estapor, Bangs, Dynal par exemple) sous differentes formes 
presentant a leur suface des groupements COOH, NH 2 ou OH par exemple. 
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On peut alors fonctionnaliser l'ADN avec un groupement reactif, 
amine par exemple, et proceder a une reaction avec ces surfaces. Ces 
methodes necessitent cependant une fonctionnalisation particultere de 
l'ADN a fixer. 

5 On a egalement decrit une technique permettant l'ancrage sans 

traitement prealable de l'ADN. Ce proced6 consiste a faire reagir un 
phosphate libre de l'extremite 5' de la molecule d'ADN avec une amine 
secondaire de la surface (surface NH Covalink). 

L'ancrage par adsorption peut se faire par adsorption de I'extr6mit6 

10 de la molecule en contr&lant la charge surfacique a l'aide du pH, de la 
teneur ionique du milieu ou de ^application d'une tension electrique sur 
la surface compte-tenu des differences d'adsorption entre les extremites 
de la molecule et sa partie intermediate. On a ainsi ancre k titre d'exemple 
des molecules d'ADN non fonctionnalis6es sur des surfaces recouvertes de 

15 molecules terminees par un groupe vinyl ou amine telles que des 
molecules de poiylysine ou des surfaces diverses telles que du verre, 
recouvertes de molecules du type silane terminees par des groupements 
vinyl ou amine ou encore des lamelles de verre prealablement nettoyees 
dans un bain d'acide. Dans ce dernier cas, la surface du verre presence en 

20 fait des groupes SiOH. 

On peut aussi fonctionnaliser TADN avec un premier groupement 
reactif ou une proteine Po pour la faire reagir avec une surface 

recouverte d'un deuxieme groupement reactif ou d'une proteine Pi, 

susceptibles de reagir specifiquement entre eux (ou elles) respectivement, 
25 c'est-a-dire par exemple, Pi avec P<>. Le couple P$/P\ peut etre un couple 

de type biotine/streptavidine (Zimmermann et Cox) ou 
digoxigenine/anticorps dirige contre la digoxigenine (anti-DIG), par 
exemple (Smith et aL, Science 2S& 1122 (1992)). 

De preference, les surfaces d'ancrage presentent un bas taux de 

30 fluorescence pour ne pas gener la detection des molecules apr£s leur 
alignement,. en particulier si celle-ci se fait par fluorescence. 

On utilise de preference un support solide presentant dans les 
conditions de reaction une surface ayant une affinite pour une partie de 
la macromolecule seulement, le reste de celle-ci restant librement en 

35 solution. 
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Dans un mode de realisation, on utilise un support solide presentant 
en surface au moins une couche d'un compose organique presentant, a 
l'exterieur de la couche, un groupement expose ayant une affinite pour 
un type de molecule k activite bioiogique qui peut etre ladite 
5 macromolecule elie-meme ou une molecule reconnaissant et/ou 
interagissant avec elle. 

Le support peut done presenter une surface recouverte d'un 
groupement r^actif ou d'une molecule a activite bioiogique. 

Par "affinite", il faut entendre aussi bien une reactivate chimique 
10 qu'une adsorption d'un type quelconque, ceci dans les conditions 
eventuelies de fixation des molecules sur le groupement expose modifie ou 
non. 

Dans un mode de realisation, la surface est essentiellement 
compacte, e'est-a-dire qu'elle limite l'acces de la macromolecule a activite 
15 bioiogique aux couches inferieures et/ou au support, ceci afin de 
minimiser les interactions non-sp6cifiques, et les autres elements de la 
couche ne presentent que peu ou pas d'affinite pour lesdites 
macromolecules. 

On peut aussi utiliser des surfaces recouvertes d'un groupement 
20 expose reactif (par exemple NH2, COOH, OH, CHO) ou d'une macromolecule a 

activite bioiogique (par exemple : des proteines, telles la streptavidine ou 
des anticorps, des acides nucleiques tels des oligonucleotides, des lipides 
des polysaccharides et leurs derives) capable de fixer une partie 
eventuellement modifiee de la molecule. 
25 Ainsi des surfaces recouvertes de streptavidine ou d'un anticorps 

suivant des proc6des connus ("Chemistry of Protein Conjugation and 
Cross-linking", S.C. Wong, CRC Press (1991)) sont capables de fixer une 
macromolecule presentant en un site particulier une biotine ou un 
antigene. 

30 De meme des surfaces traitees de maniere a presenter des 

oligonucleotides simple-brin peuvent servir pour y ancrer des ADN/ARN 
possedant une sequence complementaire. 
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Parmi les surfaces comportant un groupement reactif expose, on 
cite celles sur lesquelles le groupement expose est un groupement -COOH, 
-CHO, NH2, -OH, ou un groupement vinyl comportant une double liaison 

-CH=CH2 utilisee telle quelle ou qui peut etre activee pour donner 

5 notamment les groupes -CHO, -COOH, -NH2 ou OH. 

Les supports k surfaces hautement spdcifiques peuvent etre obtenus 
par la mise en oeuvre de divers procedes. On peut citer a titre d'exemple : 

(A) une couche de polymere carbone, eventuellement branche, d'au 
moins 1 nm d'epaisseur presentant des groupements r6actifs tels 

10 que d^finis ci-apres et 

(B) des surfaces obtenues par depot ou ancrage sur un support solide 
d'une ou plusieurs couches moleculaires, celles-ci peuvent etre 
obtenues par la formation de couches successives fixees par liaisons 
non-covalentes, k type d'exemple non limitatif, les films de Langmuir- 

15 Blodgett, ou par auto-assemblage moleculaire, ceci permettant la, 

formation d'une couche fixee par liaison covalente. 
Dans le premier cas, la surface peut etre obtenue par 
polymerisation d'au moins un monomere generant en surface du 
polymere Iedit groupement expose, ou bien par depolymerisation partielle 
20 de la surface d'un polymere pour generer ledit groupement expose, ou 
encore par depot de polymere. 

Dans ce procede, le polymere forme presente des liaisons vyniles 
tel un derive polyenique, notamment des surfaces de type caoutchouc 
synthetique, tel que le polybutadiene, le polyisoprene ou le caoutchouc 
25 naturel. 

Dans le deuxieme cas, la surface hautement specifique comporte : 
sur un support, une couche sensiblement monomoleculaire d'un 
compose organique de structure allongee ayant au moins : 

un groupement de fixation presentant une affinite pour le 
30 support, et 
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un groupement expose n'ayant pas ou peu d'affinite pour 
ledit support et ledit groupement de fixation dans les 
conditions de fixation, mais presentant eventuellement, 
apr&s une modification chimique suivant la fixation, une 
5 affinite pour un type de molecule biologique. 

La fixation peut etre tout d'abord de type non-covalent, notamment 
de type hydrophile/hydrophile et hydrophobe/hydrophobe, comme dans 
les films de Langmuir-Blodgett (K.B. Blodgett, J. Am. Chem. Soc. 57, 1007 
(1935). 

10 Dans ce cas, le groupement expose ou le groupement de fixation 

seront, soit hydrophiles, soit hydrophobes, notamment des groupements 
alkyles ou halogenoalkyles tels que CH3, CF3, CHF3, CH2F, Tautre 

groupement etant hydrophile. 

La fixation peut etre egalement de type covalent, le groupement de 

15 fixation va alors reagir chimiquement sur le support. 

Certaines surfaces de structure approchante ont deji ete 
mentionnees dans le domaine electronique, notamment lorsque les 
fixations sont covalentes, L Netzer et J. Sagiv, J. Am. Chem. Soc. 105, 674 
(1983) et US-A-4 539 061. 

20 Parmi les groupements de fixation, il faut citer plus 

particulierement les groupements de type alkoxyde de metal ou de 
semiconducteur, par exemple silane, notamment chlorosilane, silanol, 
methoxy et ethoxysilane, silazane, ainsi que les groupements phosphate, 
hydroxy, hydrazide, hydrazine, amine, amide, diazonium, pyridine, 

25 sulfate, sulfonique, carboxylique, boronique, halogene, halogenure 
d'acide, aldehyde. 

Tout particulierement, comme groupement de fixation on prefere 
utiliser des groupements susceptibles de reagir transversalement avec un 
groupe equivalent, voisin, pour fournir les liaisons transversales, par 

30 exemple il s'agira de derives de type alkoxyde de metal ou de 
semiconducteur, par exemple silane, notamment dichlorosilane, 
trichlorosilane, dimethoxysilane ou diethoxysilane et trimethoxy ou *" 
triethoxysilane. 

Le choix du groupement de fixation depend evidemment de la 
35 nature du support, les groupements de type silane sont bien adaptes pour 
la fixation covalente sur le verre et la silice. 
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Pour ce qui concerne les groupements exposes, et quelle que soit la 
surface, ils sont choisis de preference parmi les groupements 
ethyleniques, ac^tyleniques ou des radicaux aromatiques, les amines 
primaires, tertiaires ou secondares, les esters, les nitriles, les aldehydes, 
5 les halogSnes. Mais il pourra s'agir tout particulterement du groupement 
vinyl ; en effet, celui-ci peut etre soit modify chimiquement apr6s 
fixation pour conduire, par exemple, a un groupement carboxylique ou des 
derives de groupements carboxyliques tels que des groupements alcools, 
aldehydes, clones, acides, amines primaires, secondaires ou tertiaires, soit 
10 conduire a un ancrage direct pH dependant des macromotecules 
biologiques telles que acides nucleiques et proteines sans modification 
chimique de la surface ou des macromolecules. 

De preference, les chaines reliant le groupement expose au 
groupement de fixation sont des chaines comportant au moins 1 atome de 
15 carbone, de preference plus de 6 et en general de 3 & 30 atomes de carbone. 

Pour ce qui concerne le support lui-meme, on prefere utiliser de 
fac;on generate, du verre, du silicium oxyd6 en surface, un polymfere ou de 
Tor avec ou sans pretraitement de la surface. 

On peut avantageusement utiliser, dans le cas du verre ou de la 
20 silice, les techniques connues de fonctionnalisation de surface utilisant 
des derives silanes, par exemple : Si-OH + Cl3-Si-R-CH=CH2 donne Si-O-Si-R- 

CH=CH2, R consistant par exemple en (CH 2)4. Une telle reaction est connue 

dans la litterature, avec utilisation de solvants ultra-purs. La reaction 
conduit k un tapis de molecules presentant leur extremite C=C a la surface 

25 exposee a Texterieur. 

Dans le cas de Tor, celui-ci etant eventuellement sous la forme 
d'une couche mince sur un substrat, les techniques connues de 
fonctionnalisation de surface utilisent des derives thiols, par exemple : Au 
+ HS-R-CH=CH 2 donne Au-S-R-CH=CH 2 , R consistant par exemple en (CH 2 )4. 

30 Une telle reaction est decrite en milieu liquide et conduit, de meme que la 
reaction precedente trichlorosilane-silice, a un tapis de molecules 
presentant leur extremite C=C a la surface exposee k Pexterieur. 
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Les surfaces ainsi obtenues sont, de preference, revetues d'une 
macromolecule a activite biologique choisie parmi : 
les proteines, 
les acides nucleiques, 
5 - les lipides, 

les polysaccharides et leurs derives. 

Parmi les proteines, il faut citer les antigenes et les anticorps, les 
ligands, les r&repteurs, mais egalement des produits de type avidine ou 
streptavidine ainsi que les derives de ces composes. 
10 Parmi les ARN et les ADN, il faut egalement citer les derives a, & 

ainsi que les derives thio et les composes mixtes tels que les PNA. 

On peut egalement fixer des composes mixtes tels que les 
glycopeptides et les lipopolysaccharides par exemple, ou bien d'autres 
elements tels que virus, cellules notamment, ou composes chimiques tels 
15 que la biotine. 

La fixation des macromolecules biologiques peut etre covalente ou 
non-covalente, par exemple par adsorption, liaisons hydrogenes, 
interactions hydrophobes, ioniques, par exemple, auquel cas on pourra 
proceder avantageusement a un pontage ("cross-linking") entre les 

20 molecules greffees par les methodes connues ("Chemistry of Protein 
Conjugation and Cross-linking", S.C. Wong, CRC Press (1991)) et ceci afin 
de renforcer leur cohesion. 

Comme cela a ete mentionne precedemment, il est possible d'avoir 
un groupement expose qui permet la reaction directe avec les molecules a 

25 activite biologique, mais il est egalement possible de prevoir que le 
groupement expose est traite, apres fixation, pour etre transforme, comme 
cela a ete indique precedemment, en un radical hydroxy, amine, alcool, 
aldehyde, cetone, COOH ou derive de ces groupements avant la fixation de la 
molecule biologique. 

30 Lorsque de tels groupements ont ete exposes, les techniques de 

fixation des proteines et/ou de I'ADN, par exemple, sont connues, il s'agit 
en effet de reactions mises en oeuvre pour des surfaces qui sont deja 
utilisees dans le cadre des analyses biologiques, notamment pour les 
surfaces Costar et les surfaces Nunc ou des microbilles telles qu'Estapor, 

35 Bang et Dynal par exemple, sur lesquelles on ancre des molecules d'interet 
biologique, ADN, ARN, PNA, proteines ou anticorps par exemple. 
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Dans le cas ou le groupement expose est un radical -CH=CH2 qui est 

nomme ci-aprfes "surface C=C" ou "surface & liaison ethylenique", il 
n'existe pas de document mentionnant Tancrage direct, en particulier de 
TADN ou des proteines. II a et6 demontre que ces surfaces prtsentent une 

5 reactivite fortement pH dependante. Cette particularity permet d'ancrer 
les acides nucl&ques ou les proteines en utilisant des zones de pH et 
souvent avec une vitesse de reaction qui peut etre controlde par le pH. 

On peut r£aliser Tancrage de TADN par son extremite sur une 
surface presentant des groupements & double liaison ethylenique en 

10 mettant TADN en presence de la surface k un pH inferieur a 8. 

En particulier la reaction est conduite a un pH compris entre 5 et 6 
puis est stoppee a pH 8. 

Ainsi, pour TADN a pH 5,5, la reaction d'ancrage est totale en une 
heure (si pas limitee par la diffusion) et se produit par les extremites. A pH 

15 8, par contre, Taccrochage est tres faible (vitesse de reaction de 5 a 6 
ordres de grandeur plus faibles). Cet effet d'accrochage pH dependant et 
specifique des extremites, presente une amelioration par rapport aux 
autres surfaces qui necessitent une fonctionnalisation de l'ADN (biotine, 
DIG, NHS, ...) ou des reactifs specifiques (carbodiimide, dimethyle 

20 pimelidate) qui realisent une liaison peptidique ou phosphorimide entre - 
NH 2 et -COOH ou -POOH. 

On peut aussi rcaliser Tancrage d'ADN par adsorption de ses 
extremites seulement sur une surface recouverte de polylysine ou d'un 
groupement silane termine par un groupe amine. 
25 Pour realiser Tancrage de TADN par son extremite sur une surface 

recouverte par un groupement amine on met TADN en presence de la 
surface & pH entre 8 et 10. 

un peut reaiiser Tancrage d'AUN par son extremite sur une surface 
de verre pretraitee auparavant dans un bain d'acide, en mettant TADN en 
30 presence de ladite surface a pH entre 5 et 8. 

De meme ces surfaces peuvent ancrer des proteines directement 
(proteine A, anti-DIG, anticorps, streptavidine, etc.). II a ete observe que 
(i) Tactivite de la molecule peut etre preservee et (ii) que la reactivite de 
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la surface preparee (initialement C=C) est totalement occultee pour faire 
place a la seule reactivite de la molecule d'interet. II est done possible, a 
partir d'une reactivite initiale relativement large, de passer a une surface 
possddant une reactivite tres hautement specifique, par exemple celle de 
5 sites specifiques sur une proteine. 

En ancrant un anticorps specifique sur la surface (par exemple 
anti-DIG), on cn§e une surface dont la reactivite est limitee a Tantigene 
(par exemple le groupement DIG). Ceci indique que les groupements 
chimiques initiaux ont tous ete occultes par les anticorps greffes. 
10 On peut aussi greffer sur les surfaces reactives (chimiquement ou 

biochimiquement) d'autres molecules a activite biologique, notamment des 
virus ou d'autres composants : membranes, recepteurs membranaires, 
polysaccharides, PNA, notamment. 

II est 6galement possible de fixer le produit d'une reaction d'interet 
15 biologique (par exemple la PCR) sur les surfaces preparees. 

L'appareillage selon la presente invention permet la mise en 
evidence et/ou la quantification de molecules biologiques, mais egalement 
la mesure de distance intramoleculaire, la separation de certaines 
molecules biologiques, notamment un prelevement par mise en oeuvre des 
20 techniques de couplage antigene/anticorps et/ou ADN/ARN. 

En particulier, l'appareillage selon la presente invention peut etre 
utilise dans un procede de mise en evidence d'une macromolecule 
consistant en une sequence d'ADN ou d'une proteine dans un echantillon, 
dans lequel : 

25 on met Pechantillon correspondant au solvant A, dans lequel ladite 

macromolecule est en solution, en contact avec la surface du 
support dans des conditions de formation d'un hybride ADN/ADN, 
ADN/ARN ou de formation du produit de reaction proteine/proteine, 
1'hybride ou une macromolecule de marquage de l'hybride ou du 

30 produit de reaction etant ancre en une partie, le reste etant libre en 

solution, on l'etire par deplacement du menisque cree par le 
contact du solvant avec la surface pour orienter les hybrides ou 
lesdites macromolecules de marquage et on effectue la mesure ou 
l'observation des hybrides ou desdites macromolecules de marquage 

35 ainsi orientes. 
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Le passage du menisque, en etirant lineairement les molecules, sous 
forme de b&tonnets, les rend plus facilement detectables si elles sont 
marquees. Par ailleurs, ces molecules allongees sont stables k Pair libre et 
peuvent etre observees meme apr£s plusieurs mois, sans presenter de 
5 degradation apparente. 

Lors d'une rehydratation, les molecules d'ADN peuvent rester 
adsorbees et allongees. De plus, il est possible de proceder k une 
hybridation sur la molecule allongee. 

De plus, presentant un signal corrtle et d'orientation uniforme de 
10 par leur etirement, ces molecules sont distinctes du bruit environnant. II 
est done facile d'ignorer les poussteres, les inhomog6n6it£s, qui ne 
presentent pas de correlation spatiale particuliere. L'alignement est aussi 
interessant car en solution, les molecules en pelote fluctuent 
thermiquement, ce qui entraine des variations tres importantes de leur 
15 signal de fluorescence recueilli de preference avec une faible profondeur 
de champs et limite leur observation. L'appareillage selon la presente 
invention permet done l'observation de molecules isolees avec un tr6s 
grand rapport signal sur bruit. (S/N). 

II est remarquable que ce rapport soit independant du nombre de 
20 molecules ancrees. Le rapport S/N pose par la detection d'une moldcule est 
le meme que pour 10 000. De plus cette technique d'etirement permet de 
discriminer aisement entre des molecules dc longueurs variees. 

Les molecules etirees peuvent etre revelees par differentes 
methodes enzymologiques ou autres, teiles la fluorescence ou Tutilisation 
25 de sondes chaudes ou froides. Leur detection peut se faire par mesure d'un 
signal global (par exemple la fluorescence) ou par l'observation 
individuelle des molecules par microscopie optique a fluorescence, 
uuCiOdLOpic clccu unique, methodes a sondes iocaies (STm, AFM, etc.). 

Ainsi de fagon generale, pour la mise en evidence, la separation 
30 et/ou le dosage d'une molecule dans un echantillon, on utilise une surface 
capable de fixer specifiquement ladite molecule, et la mise en evidence, la 
separation' ou le dosage sont effectues grace a un reactif fluorescent ou 
non detectant la presence de la molecule fixee. 

Parmi les reactifs on distingue les reactifs fluorescents et les 
35 reactifs non-fluorescents. 
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Les reactifs fluoresceins contiennent des molecules fluorescentes, 
choisies avec avantage pour etre des molecules longues de taille 
superieure & 0,1 ^m et reagissant de maniere specifique directement ou 
indirecternent avec les surfaces pretraitees. Par exemple, une molecule 
5 d'ADN double brin marquee a 1'aide de sondes fluorescentes (ethidium 
bromide, YOYO, nucleotides fluorescents, etc.) pouvant s'ancrer 
directement par une ou plusieurs extremites sur une surface presentant 
eventuellement un groupement de type vinyl, amine ou autre, notamment 
par un choix judicieux du pH ou de la teneur ionique du milieu ou par 

10 application d'une tension electrique sur la surface. 

II est egalement possible d'utiliser une fonctionnalisation 
particuliere de la molecule (DIG, biotine etc..) pour l'ancrer en un ou 
plusieurs points sur une surface presentant des sites complementaires 
(anti-DIG, streptavidine, etc.). 

15 Les reactifs non-fluorescents permettant la detection de molecules 

prealablement alignees selon la presente invention, peuvent consister 
notamment en des billes ou microparticules ancrees par Tintermediaire 
d'une autre molecule fixee de maniere specifique directement ou 
indirecternent a la molecule alignee et ne presentant qu'une faible 

20 interaction non-specifique avec la surface. 

Selon que la molecule recherchee est detectee directement par 
fluorescence ou indirecternent a Taide des reactifs ci-dessus, on parlera de 
"detection directe" ou "par drapeau". 

La detection du nombre de molecules alignees peut etre realisee sur 

25 un petit nombre de molecules (typiquement 1 a 1 000), par un test 
physique macroscopique faible bruit ne necessitant ni microscope 
electronique ni radioactivite ni necessairement la PCR. 

L'appareillage selon la presente invention est susceptible d'etre 
utilise par des personnes n'ayant qu'une experience de laboratoire 

30 reduite. 
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Les techniques d'alignement et de detection peuvent etre utilises 
pour de nombreuses applications parmi lesquelles, mais sans s'y 
restreindre : 

^identification d'un ou plusieurs elements de sequence d'ADN ou 
5 d'ARN que Ton peut utiliser avec avantage pour le diagnostic de 

pathogfenes ou la cartographie physique d'un genome. En 
particulier, les techniques decrites ci-dessus permettent l'obtention 
d'une cartographie physique directe sur ADN genomique, sans 
passer par une etape de clonage. II est entendu que la molecule 
10 peignee etant etiree par rapport a sa longeur crystallographique, 

on proc&de k des mesure relatives. II est ainsi possible de mesurer la 
taille de fragments d'ADN et la distance entre fragments avec une 
resolution de Tordre de 200 nm pour des methodes optiques ou de 
l'ordre de 1 nm par Putilisation de methodes de champs proche 
15 telles que AFM ou STM pour visualiser et mesurer la distance entre 

sondes sur de l'ADN aligne. 
Ceci conduit naturellement a : 

1 ) la detection de deletions, additions ou translocations de sequences 
genomiques, en particulier dans le diagnostic de maladies 

20 genetiques (par exemple la myopathic de Duchesne) ; 

2) ^identification de promoteurs de differents genes par la mesure 
de la distance entre les sequences regulatrices et celle exprimees ; 

3) la localisation de proteines regulatrices par ndentification de 
leur position le long de l'ADN ou de la position de leur sequence 

25 cible ; 

4) le sequengage partiel ou total par mesure de la distance a l'aide de 
microscopies a champs proche (par exemple AFM ou STM) entre des 
sondes liyuiiue^ appartenant a une base (^oligonucleotides de 
longueur donn^e. 

30 la PCR in situ sur des ADN alignes, 

l'am£lioration de la sensibilite des techniques d'ELlSA avec la 
possibility de detecter un faible nombre (eventuellement inferieur 
a 1 000) de reactions immunologiques. 
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5) l'identification de regions de transcription de genes comme 
introns et exons, la distance entres les introns et exons et la 
grandeur des introns et des exons. 

5 Ainsi, on peut proceder k une cartographie physique directement 

sur un ADN genomique sans passer par une etape de clonage. L'ADN 
genomique est extrait, purifie, eventuellement coupe par un ou plusieurs 
enzymes de restriction puis peigne sur des surfaces selon le procede de la 
presente invention. 

10 La position et la taille du gene recherche sur i'ADN genomique sont 

alors determinees par hybridation avec des sondes specifiques dudit gene, 
notamment extraites de parties de I'ADN complementaire (cDNA) du 
produit dudit gfene recherche. 

De facon similaire en hybridant un ADN genomique peigne, puis 

15 denature avec du cDNA total marque, on identiFie la position, la taille et le 
nombre des exons du gene en question. 

La position du gene etant determinee comme decrit ci-dessus, ou 
connue, il est alors possible d'identifier par hybridation les sequences 
flanquantes du gene. Pour cela, on procede avec avantage, par 

20 hybridation avec des sondes marquees, provenant par exemple d'une 
librairie d'oligonucleotides, pour identifier deux ou plusieurs sondes qui 
s'hybrident de part et d'autre du gene. 

A partir de cette determination, il est alors possible par les 
techniques de PCR in situ d , amplifier le fragment delimite par les sondes 

25 flanquantes qui peuvent servir d'amorces a la reaction, fragment qui peut 
contenir le gene recherche avec ses regions regulatrices qui peuvent etre 
tissu ou developpement specifique. 

L'amplification du gene recherche procede alors par les techniques 
connues de PCR sur le fragment amplifie comme decrit ci-dessus en 

30 utilisant des amorces accessibles par les exons constituant le cDNA. 

Par le peignage d'ADN genomique ou autre, il est aussi possible de 
determiner par hybridation la presence ou l'absence de sequences 
regulatrices d'un gene particulier proximal, a partir desquelles on 
determinera les families possibles de proteines regulatrices de ce gene 

35 (par exemple : helix-loop-helix, zinc-finger, Ieucine-zipper). 
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Les reactions specifiques entre sequences particulieres 
d'ADN/ARN/PNA et une autre molecule (ADN, ARN, proteine) peuvent se 
faire avant ou apr6s alignement des molecules selon la presente 
invention. 

5 Ainsi, dans le cadre du diagnostic genetique et de la cartographie 

physique, on utilise avec avantage les m6thodes connues de FISH (Pinkel 
et aL, Proc. Nat. Acad. ScL USA &L 2934 (1986)) pour hybrider des 
oligonucleotides simple-brin marques a de 1'ADN d'abord aligne, puis 
d£natur£. La revelation des hybrides se fera par les techniques connues 

10 (fluorescences, microbilles etc..) avec une resolution dans la mesure des 
distances allant de 0,2 jim (en optique) a lnm (en microscopie & champ 
proche ; AFM, STM etc.). 

Alternativement, on peut d'abord hybrider des ADN marqueurs 
fluorescents k de 1'ADN simple-brin en solution, puis aligner cette 

15 construction par Taction du menisque apr£s l'avoir transforme en ADN 
double-brin et ancre a une surface adequate. 

On peut aussi utiliser Tappareillage de la presente invention pour 
la detection de la presence d'un pathogene. A titre d'exemple, on pourra 
proc&ler de deux manieres differentes selon que la reaction de 

20 reconnaissance (hybridation, attachement de proteine) ait lieu avant ou 
apres alignement par le menisque. 

Ainsi, a titre d'exemple, un ou plusieurs oligonucleotides sondes 
sont ancrees a une ou plusieurs regions d'une surface. L'hybridation de 
l'ADN potentiellement pathogenique est effectuee in situ dans des 

25 conditions stringentes de fagon a n'ancrer que les molecules hybridees. 
Leur detection et quantification s'effectuent apres alignement par le 
menisque selon la presente invention. 

Altcrnativenrierit, I'ADN puieniieiiemem pathogenique est d'abord 
aligne, puis denature et hybride avec un oligonucleotide sonde dans des 

30 conditions stringentes. La detection de Thybride s'effectue alors par les 
methodes connues notamment de FISH, comme decrit ci-dessus. 
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D'une maniere similaire, on peut detecter la presence (ou 
Tabsence) d'un petit nombre de molecules, telles des proteines, des lipides, 
des sucres ou des antigenes. On proc&dera avec avantage, a une 
modification mineure des techniques d'EUSA, la methode de detection 
5 habituelle etant remplacee par la detection d'une molecule fluorescente 
alignee selon la presente invention et couplee a Tun des reactifs de la 
reaction d'ELISA. 

Par ailleurs, corame mentionne par K.R. Allan et al. (US 84 114), la 
cartographie genetique peut proceder par une mesure de la taille de 

10 fragments d'ADN. Or les techniques originales d'etirement des molecules 
decrites plus haut (retirement par le menisque) permettent une mesure 
de la longueur des molecules etirees et cela sur un tres petit echantillon 
(quelques miiliers de molecules). 

On peut, par exemple, mais sans s'y restreindre, proceder de la 

15 maniere suivante : 

Un echantillon d'ADN est fragmente (a 1'aide d'enzymes de 
restriction), teinte avec un fluorophore.puis ancre sur une surface. Les 
molecules sont ensuite etirees par le menisque et la taille des fragments 
etires determinee par microscopie optique a fluorescence avec une 

20 resolution et une taille limite de Tordre de 1 000 bp (0,3 pm). 

Dans ce but, mais aussi si Ton veut aligner des molecules tres 
longues (a lOiiin) on utilisera avec avantage des techniques connues pour 
limiter la degradation de longues macromolecules lors de leur 
manipulation (par cisaillement hydrodynamique). 

25 L'appareillage selon la presente invention peut etre utilise dans un 

precede d'alignement et de mise en evidence de TADN dans lequel 1'ADN 
est etire par un procede d'alignement selon Tinvention, puis denature 
puis hybride avec des sondes specifiques pour determiner la position ou la 
taille d'une ou plusieurs sequences specifiques. 

30 L'appareillage selon la presente invention peut egalement etre 

utilise pour la mise en oeuvre d'un procede de cartographie physique d'un 
gene sur tin ADN genomique dans lequel TADN est aligne ou mis en 
evidence selon un procede de Tinvention. 
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En particulier, la position et la taille du gene recherche sur l'ADN 
genomique, sont d6terminees par hybridation avec des sondes sp6cifiques 
dudit gene k cartographier. 

L'appareillage de la presente invention permet la mise en oeuvre 
5 d'un procede de diagnostic d f une pathologie liee il la presence ou 
l'absence d'une sequence d'ADN specifique de la pathologie dans lequel on 
utilise un proc6de d'alignement selon l'invention. 

Enfin, l'appareillage selon la prfeente invention est utilise dans un 
procede de preparation d'un gene dans lequel on identifie la position dudit 
10 gfene sur de l'ADN genomique aligne par le procede selon l'invention a 
l'aide d'une sonde specifique dudit gene on amplifie par PCR in situ la 
sequence dudit gene. 

L'appareillage de la presente invention permet done de mettre en 
oeuvre un procede de remplacement d'un gene dans le genome d'une 
15 cellule eucaryote par Tinsertion cibiee d'un g£ne etranger prepare selon 
le procede de preparation de gene ci-dessus. 

L'insertion cibtee peut etre effectu^e selon les techniques decrites 
dans WO90/11354 en transfectant des cellules eucaryotes avec un vecteur 
contenant ledit ADN etranger a inserer flanque de deux sequences 
20 genomiques qui jouxtent le site d'insertion souhaite dans le gene 
receveur, L'ADN d'insertion peut comporter soit une sequence codante, 
soit une sequence regulatrice. Les sequences flanquantes sont choisies 
afin de permettre par recombinaison homologue, selon le cas, soit 
l'expression de la sequence codante de l'ADN d'insertion sous le controle 
25 des sequences regulatrices du gene receveur, soit l'expression d'une 
sequence codante du gene receveur sous le controle de sequence 
regulatrice de l'ADN d'insertion. 

D'auires caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront k la lumiere de la description qui va suivre faite en se 
30 referant aux figures 1 et 2 annexees sur lesquelles est represent^ un 
appareillage selon l'invention consistant schematiquement en deux 
parties (voir figure 1) : 

- un recipient (1) contenant la solution de molecules & peigner (2), 
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- une tige verticale (3) comportant des moyens de fixation (6) 
pouvant supporter une (ou plusieurs) surface(s) (4) sur lesquelles 
doit avoir lieu le peignage, la tige etant mobile le long d'un axe 
vertical a Taplomb du recipient (1), 
5 - un moteur (5) qui permet de deplacer la tige en translation 

verticale a l'aplomb du recipient (1). 

Le menisque forme par l'interface surface S/solution/air est 
rectiligne. II reste fixe lorsque la tige verticale est mise en mouvement et 
que la surface est progressivement retiree de la solution, ou que la 
10 solution est progressivement retiree du reservoir. La direction 
d'etirement, perpendiculaire au menisque, est done parallele & l'axe 
vertical, et uniforme sur toute la surface. 

L'ensemble de ces deux parties constitue la base d*un appareillage 
que Ton designe sous le nom d* "ascenseur" t en reference au mouvement 
15 de translation vertical des lames. ~ 

Tel que repr^sente. figure 2 t Tappareillage comprend 
avantageusement un premier compartiment de lames k incuber (7), et un 
deuxieme compartiment receptionnant les lames incubees sur lesquelles 
l'ADN est peigne (8). La tige (3) est equipee a son extremite basse d'un 
20 dispositif de fixation simple des lames (6) (type "machoire" ou pince), et il 
suffit de lui ajouter un degre de liberte de translation horizontale pour lui 
permettre de se presenter successivement a Taplomb des compartiments 
(7) et (8) et du recipient (1). 

Un cycle de "peignage" consiste en : 
25 (i) saisie des lames a incuber, 

(ii) translation au-dessus du reservoir, 

(iii) descente dans le reservoir et incubation, 

(iv) sortie des lames du reservoir, 

(v) translation au-dessus du compartiment de stockage, 
30 (vi) depot des lames dans un deuxieme compartiment, 

(vii) retour a Tetape (i). 

II est possible d'utiliser comme compartment de stockage des lames 
a incuber, le meme recipient qui sert a entreposer les lames lors de leur 
traitement physico-chimique, simplifiant de la sorte les manipulations 
35 confiees a Tutilisateur. 
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Les compartiments (7) et (8) sont equipes de moyens permettant 
leur mouvement en translation horizontale de sorte que lorsque la tige (3) 
arrive k 1'aplomb de ces compartiments, le compartiment (7) pr&ente la 
lame & incuber, et le compartiment (8) presente un espace vide pour 
5 recevoir la lame sur laquelle les macromolecules sont alignees. 

EXEMPLE 1 

Materiels et m&hodes 

L'ADN-X et l'anticorps monoclonal (Anti-DIG) proviennent de 

10 Boehringer-Mannheim. Les trichlorosilanes proviennent de Roth- 
•Sochiel. Les sondes nucteiques fluorescentes (YOYOl, YOY03 et POPOl) 
proviennent de Molecular Probes. Les lamelles de verre ultrapropres 
proviennent de Erie Scientific (Lamelles (ESCO). Les sondes possedent un 
groupement reactif (DIG, biotine, etc.) capable de s'ancrer de maniere 

15 specifique a une surface selon la presente invention (ayant par exemple 
comme site d'ancrage un anticorps anti-DIG ou la streptavidine). La 
detection de la reaction d'ancrage se fait directement par detection de la 
fluorescence de la molecule d'ADN teintee par des molecules fluorescentes 
(ethidium bromide, YOYO, nucleotides fluorescents). 

20 Traitement de surface 

Des lamelles de verre sont nettoyees pendant une heure par 
irradiation UV sous atmosphere d'oxygene (par formation d'ozone). Elles 
sont ensuite imm£diatement deposees dans un dessicateur preaiablement 
purge de traces d'eau par un courant d'argon. Un volume d'environ 100 a 

25 500 \d du trichlorosilane appropri6 (H2<>CH-(CH2)N-SiCi3 est introduit dans 

le dessicateur, d'ou les surfaces sont retirees apres environ 12 heures 
(n = 6) ou 1 heure (n - 1). Au sortir les surfaces sont nettes et non- 
mouiiiantes. 

Les groupes fonctionnels de ces surfaces double liaison (H2C=CH-) 

30 peuvent Stre transformes en groupements carboxyles (-COOH) en 
trempant les lamelles traitees, comme decrit prec&demment, pendant une 
dizaine de minutes dans une solution de 25 mg KMjiO^ 750 mg NaI04 dans 

1 1 d'eau, puis en les rin<;ant trois fois dans de l'eau ultrapure. 
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Les lamelles ainsi fonctionnalisees peuvent reagir avec des 
proteines. Un volume de 300 ^1 d'une solution aqueuse (20 *ig/ml) de 
proteines (proteine A, streptavidine, etc.) est depose sur une lamelle 
fonctionnalisee en groupemem (H2C-CH-). Cette lamelle est incubee 

5 environ deux heures a temperature ambiante, puis rincee trois fois dans 
de Peau ultrapure. Les surfaces ainsi traitees sont nettes et mouillantes. 
Les surfaces traitees a la proteine A peuvent ensuite reagir avec un 
anticorps, par exemple anti-DIG, par incubation dans une solution de 
20 ng/ml d'anticorps. 
10 Par ailleurs, sur les surfaces presentant des groupements 

carboxyles, on peut greffer des oligonucleotides presentant une extremite 
amine (-NH 2 ), 200\d d'une solution de MES (50 mM, pH 55), Carbodiimide 

(lmg/ml) et 5nl d'oligo-amine (10 pmole/140 jil) sont deposes sur une 
surface carboxylee et incubes environ 8 heures a temperature ambiante. 
15 La lamelle est finallement rincee trois fois dans NaOH (0.4 M) puis quatre 
fois dans de 1'eau ultrapure. Les lamelles ainsi preparees peuvent 
hybrider des ADN complementaires de l'oligonucleotide ancre. 
Ancrage d'ADN natif sur surface double liaison 

Une lamelle pretraitee (H2C=CH-) est immergee dans une solution de 

20 5 a 10 ml d'ADN-X marque par fluorescence (YOYOl, POPOl ou YOY03 ( mais 
sans terminaison particuliere) de concentration variable et dans 
differents tampons (nombre total de molecules < 10 7 ). La preparation est 
incubee environ 10 a 15 minutes a temperature ambiante dans une 
atmosphere saturee en vapeur d'eau. Dans un tampon de 0,05 M MES (pH = 

25 5,5), on observe un ancrage quasi-general des molecules d'ADN. Par 
contre dans un tampon de 0,01 M Tris (pH = 8) il n'y a presqu'aucune 
molecule d'ancree (rapport > 10 6 ). Cette dependance peut permettre le 
controle de Pactivation/desactivation des surfaces (vis-a-vis de l'ADN) par 
l'mtermediaire du pH. 

30 Des conditions identiques sont utilisees pour ancrer un YAC de 

levures contenant un inserat de plusieurs genes humains d'une largeur 
comprise entre 700 Kb et 1 Megabase. 
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Alignement et detection de 1'ancrage par Taction du m&iisque 

L'action du menisque sur la molecule est limitee au voisinage 
imm6diat de celui-cL La partie de la molecule en solution devant le 
m6nisque fluctue librement et la partie laissee collee a la surface derriere 
5 le menisque est alignee dans la direction de deplacement du menisque. Le 
taux d'extension de la molecule est done uniforme et independant de sa 
taille. 

En transterant la preparation precedente dans une atmosphere 
seche, la lame est retiree de la solution et les molecules d'ADN, ancrees k la 

10 surface sont itirees perpendiculairement au menisque. La force capillaire 
sur la molecule d'ADN (quelques dizaines de picoNewtons) est en effet 
suffisante pour etirer completement la molecule (plus grande que les 
forces d'filasticite entropique), mais trop faible pour briser la liaison 
entre Textremite de la molecule et la surface traitSe. L'ADN etant marque 

15 par fluorescence, on observe individuellement et aisement les molecules 
etirees. L'ancrage entre la surface et l'ADN 6tant limite aux extremes, on 
a pu aussi bien Etirer des ADN de phage X ou de YAC (longueur totale 
superieure a 400 \im). 
Ancrage et detection specifioues 

20 En traitant les surfaces comme decrit precedemment avec un 

anticorps monoclonal specifique, on peut controler tres pr&risement leur 
specificite. Ainsi, on a teste la specificite de surfaces traitees anti-DIG vis- 
a-vis d'ADN- X hybrids avec un oligonucleotide complementaire d'une des 
extremites Cos et possedant un groupement digoxigenine (DIG) et vis-a-vis 

25 d'ADN non hybrides. Dans le premier cas, on a observe une extension, par 
action du menisque, quasi-generale des molecules ancrees. Dans le second 
cas, on n'a observe que quelques molecules d'ADN (< 10) ancrees dans tout 

1 >A~U 11 

Des ADN-X ont aussi ete hybrides avec des oligonucleotides 
30 complementaires d'une des extremites COS et fixes sur des surfaces 
carboxylees, comme decrit ci-dessus. Pour visualiser l'hybridation il faut 
se mettre dans des conditions de faible stringence (eau pure a 40°C). Dans 
des conditions de stringence forte (haute salinite) la fluorescence des 
sondes YOYOl disparait et les ADN hybrides ne peuvent etre vus. Les ADN 
35 ainsi hybrides ont aussi pu etre align& par passage du menisque. 
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Dependance de 1'etirement sur le traitement de surface 

L'histogramme des longueurs d'ADN-X, greffes sur des surfaces 
differentes, puis alignes par passage du menisque montre un pic bien 
defini, mais different pour les differentes surfaces. Ainsi sur des surfaces 
recouvertes d'un silane se terminant par un groupement vinyl I'ADN est 
etir6 jusqu'a environ 20 a 24 nm et sur du verre propre a environ 19 jim et 
sur des surfaces de verre prealablement traitees a la proteine A et a l'anti- 
DIG 1'etirement est de 16 microns.. 

L'etirement depend done du traitement de surface. Sur des surfaces 
hydrophobiques retirement sera beaucoup plus long (vinyl, NH2). Sur des 

surfaces hydrophyliques il n'y a quasiment pas d'etirement. 
EXEMPLE 2 

Peignage de molecules d'ADN sur differentes surfaces 

On a observe le peignage moleculaire de I'ADN sur des surfaces de 

15 verre traitees de differentes facons. On joue sur la difference d'adsorption 
entre les extr^mifes de la molecule et le reste de celle-cL En adsorbant des 
polymeres charges positivement sur une surface de verre on favorise une 
adsorption des molecules d'ADN chargees negativement, cependant 
lorsque cette charge est grande la molecule d'ADN est collee sur toute sa 

20 longueur et le peignage est impossible. Mais il est possible de modifier la 
charge des polymeres adsorbes sur le verre en modifiant les conditions de 
pH (ou de salinite), en effet, les charges positives sont portees par exemple 
par des groupes NH? qui passent a 1'etat protonne N//+j pour un pH 
inferieur au pK de la base correspondante. En pH basique les charges 

25 disparaissent et la surface n'attire plus I'ADN. En controlant finement le 
pH on a observe que les molecules d'ADN en solution passaient d'un etat ou 
elles sont completement collees a la surface a une phase intermediate ou 
elles ne sont ancrees que par leurs extremites puis a une phase ou la 
surface ne presente plus d'affinite pour I'ADN. Dans la phase 

30 intermediaire le peignage moleculaire est realisable. 

On a etudie des surfaces recouvertes d'un silane termine par un 
groupement NH2 pour lesquelles on observe un collage total a pH < 8, un 
peignage pour 8.5 < pH < 9.5. Le nombre de molecules peignees est 
maximum a pH = 8.5 il est divise par 2 a pH = 9 et par 4 a pH = 9.5. On a aussi 

35 determine Pextension relative sur cette surface qui correspond ii 1.26 sur 
l'histogramme. 
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On a aussi regarde des surfaces recouvertes de polylysine qui 
presentent des caracteristiques d'accrochages similaires en pH : domaine 
de peignage 8.5 et presentent une extension relative plus faible : 1.08. 

Finalement, on a retrouvS le meme comportement sur des surfaces 
5 de verre fraichement nettoyees dans un melange eau oxyg&iee / acide 
sulfurique concentre. Ces surfaces sont trfes mouillantes et se polluent 
rapidement, cependant, on a observe un domaine de peignage entre 
5.5 < pH < 7.4 tandis que le domaine d'adsorption forte se situe k pH~ 4.5. 
L'extension relative des molecules correspond a 1.12. 

10 Alignement uniforme et directionel de YAC 

ljig de YAC pr^alablement teint dans son bloc d'agarose a 1'aide 
d'une sonde fluorescente YOYOl est chauffe a 68°C, agarase, puis diiue 
dans 10 ml de MES (50mM pH 5.5). Deux lamelles silanisees (surfaces C=C) 
sont incubees pendant 15 minutes dans cette solution puis retirees a 

15 environ 170 nm/sec. Les molecules de YAC sont toutes alignees de maniere 
quasi paralleie a la direction du retrait des lamelles (Fig. 9). L'integrite des 
molecules ainsi alignees est meilleure que par evaporation apres 
deposition entre deux lamelles. 
Hybridation d'un cosmide sur un YAC peigne 

20 Un YAC marque au YOYO comme decrit precedemment est ancre sur 

une surface C=C puis aligne par le menisque, lors du retrait de la lamelle de 
la solution. Les sondes (cosmides) sont marquees par incorporation d*un 
nucleotide biotynile par la technique de a randon priming". Les sondes 
marquees (100 ng) et 5 ng d'ADN de sperme de saumon sonique («500 bps) 

25 sont purifiees par precipitation dans Na-acetate et ethanol, puis 
denaturees dans une solution de formamide (50 % formamide, 2% FFC, 10 % 
sulfate de dextran). 

Les YAC peignes sont denatures avec 120 \xl de solution denaturante 
(formamide 70 %, 2 x SSC) sur une plaque chauffante a 86°C pendant 

30 6 minutes. Les sondes (20 ng) prealablement denaturees sont deposees sur 
la lamelle dans une solution d 'hybridation (formamide 55 %, 2 x SSC, 10 % 

* 

dextran sulfate) recouvertes d'une lamelle qui est scellee avec du 
caoutchouc liquide (rubber cement). L'hybridation est realisee une nuit a 
37°C en chambre humide. 

35 
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La revelation des hy brides se fait suivant les protocoies connus 
pour les hybridations in situ sur chromosomes decondenses (D. Pinkel et 
al., PNASUSA8L 2934(1986) et PNAS USA £5, 9138 (1988)). 

En microscopie, en fluorescence on observe alors des segments 
5 hy brides tels celui montre dans la Fig. 10. Cet exemple demontre la 
possibility de d&ecter la presence d'un gene sur une molecule d'ADN, qui 
peut etre utilise a des fins de diagnostic ou de cartographie physique du 
genome. 
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REVINDICATIONS 

1. Appareillage d'alignement parallele de macromolecules sur la 
surface S d'un support solide par deplacement d'un menisque forme par 

5 Pinterface triple surfaceS/solution/air, caract6ris£ en ce qu'il comporte : 

- un recipient (1) destine a recevoir une solution (2) con tenant les 
macromolecules a aligner, 

- des moyens d'immersion dudit support solide (4) dans ladite 
solution (2), et 

10 - des moyens de deplacement rectiligne relatif de la surface S et de 

la surface de ladite solution. 

2. Appareillage selon la reyendication 1, caracterise en que lesdits 
moyens d'immersion du support et lesdits moyens de ddplacement relatif 

15 du menisque et de la surface S consistent en des memes moyens de 
translation verticale (3 a 6) de ladite surface S a Paplomb de la surface de 
ladite solution. 

3. Appareillage selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 
20 lesdits moyens de translation verticale de la surface S comprennent : 

- des moyens de prehension (6) du support solide, et 

- des moyens de guidage et moteur (5) pour provoquer la translation 
desdits moyens de prehension le long d'un axe vertical (3) dispose a 
Paplomb du recipient. 

25 

4. Appareillage selon la revendication 3, caracterise en ce que 
lesdits moyens de translation verticale de la surface S comprennent : 

- des moyens de piclienaicii uu support soiide consisiant en une tige 
verticale (3) disposee k Paplomb dudit recipient et supportant des 

30 moyens de pincement (6) du support solide, et 

- des moyens de guidage et moteur pour commander la translation 
verticale de la tige entre une position basse d'immersion et une 
position haute de retrait. 



* 
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5. Appareillage selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce que Tappareillage comporte en outre : 

- un premier compartiment de stockage de supports solides, 
notamment de lames avant immersion dans ledit recipient, et 
5 - un deuxieme compartiment de stockage de supports solides, 

notamment de lames sur lesquelles les macromolecules sont 
alignees apres leur retrait dudit recipient. 

6. Appareillage selon les revendications 4 et 5, caracterise en ce 
10 qu'il comporte en outre des moyens pour presenter successivement lesdits 

supports solides a Taplomb dudit premier compartiment dudit recipient et 
dudit deuxieme compartiment. 

7. Appareillage selon les revendications 4 et 6, caracterise en ce que 
15 lorsque lesdits compartiments et ledit recipient sont alignes, 

i'appareillage comporte en outre des moyens de guidage et moteur pour 
provoquer la translation horizontale de la tige quand elle est en position 
haute pour permettre de presenter lesdits supports solides a Taplomb 
desdits compartiments et dudit recipient. 

20 

8. Appareillage selon Tune des revendications 1 a 7 caracterise en 
ce qu'il comporte un dispositif de controle du pH dans la solution contenue 
dans ledit recipient. 

25 9. Appareillage selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en 

ce que lesdits moyens de deplacement du menisque permettent le 
deplacement du menisque a une vitesse de 10 a 100 nm/sec. 

10. Appareillage selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en 
30 ce que le volume dudit recipient est de 1 a 10 ml. 
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11. Utilisation de 1'appareillage selon Tune des revendications 1 k 10 
dans un procede d'alignement de macromol&rule(s) sur la surface S d'un 
support, dans lequel on fait se deplacer sur ladite surface S la ligne triple 
S/A/B (m&iisque) resultant du contact d'un solvant A avec la surface S et 

5 un milieu B, lesdites macromolecules ayant une partie, notamment une 
extremite, ancree sur la surface S, l'autre partie, notamment l'autre 
extremite, 6tant en solution dans le solvant A. 

12. Utilisation d'un appareillage selon Tune des revendications 1 a 
10 8 dans un procede de mise en Evidence, de separation et/ou de dosage 

d'une macromolecule dans un echantillon, dans lequel on utilise un 
procede d'alignement selon la revendication 1 1 dans lequel se trouve fixee 
sur la surface S une molecule & activity biologique capable de reconnaitre 
ladite macromolecule de Pechantiilon et en ce que la mise en evidence, la 
15 separation ou le dosage sont effectues grace a un r£actif fluorescent ou 
non detectant la presence de la molecule fixee ou ladite macromolecule. 

13. Utilisation de 1'appareillage selon la revendication 12 dans un 
procede de mise en evidence d'une macromolecule consistant en une 

20 sequence d'ADN ou d'une proteine dans un echantillon, selon la 
revendication 10, caracterisee en ce que : 

- on met l'echantilion correspondant au solvant A, dans lequel 
ladite macromolecule est en solution, en contact avec la surface du 
support dans des conditions de formation d'un hybride ADN/ADN, 

25 ADN/ARN ou de formation du produit de reaction proteine/proteine, 

- Thybride ou le produit de reaction etant marque et ancre en une 
partie, le reste etant en solution, on retire par d^placement du 
menisque cree par ie contact du solvant avec la surface pour 
orienter les macromolecules et on effectue la mesure, I'observation 

30 des macromolecules ainsi orientees. 

14. Utilisation d'un appareillage selon Tune des revendications 1 & 
10 dans un proc6d£ de cartographie physique d'un gene sur un ADN 
genomique dans lequel 1'ADN est aligns et/ou mis en evidence selon Tune 

35 des revendications 11 a 13. 



WO 97/06420 



PCT/FR96/01218 



34 

15. Utilisation d'un appareillage selon la revendication 13 pour la 
mise en oeuvre d'un procede de diagnostic d'une pathologie liee a la 
presence ou a Tabsence d'une sequence d'ADN donnee specifique de ladite 
pathologie. 

5 

16. Utilisation d'un appareillage selon Tune des revindications 11a 
13 pour la mise en oeuvre d'un proc6d6 de preparation d'un gene dans 
lequel on identifie la position dudit gene sur l'ADN genomique aligne a 
l'aide d'une sonde specifique dudit gene et on amplifie par PCR in situ la 

10 sequence dudit gene. 
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